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Увеличение продукции свободных радика-
лов представляет собой существенный элемент
патогенеза эпилептического синдрома [2; 5; 8;
9]. Соответственно, повышение антиоксидант-
ного потенциала ткани головного мозга обес-
печивает реализацию антиэпилептических ме-
ханизмов, ограничение и подавление эпилепто-
генного возбуждения [1; 4]. Установлено, что
активирование структур антиэпилептической
системы мозга, в частности палеоцеребелляр-
ной коры, сопровождается увеличением уровня
тиоловых групп в ткани головного мозга крыс
и подавлением патологически усиленного ней-
ронального возбуждения [1].
Предполагается, что в основе противосу-
дорожного действия кетогенной диеты (КД)
может находиться повышение активности ан-
тиоксидантных механизмов [6]. С другой сто-
роны, в основе действия КД лежат комплекс-
ные механизмы, включающие снижение функ-
циональной активности системы провоспали-
тельных цитокинов [10]. Ранее не проводи-
лось исследований состояния прооксидантно-
антиоксидантной системы мозга на модели
коразолового киндлинга в условиях примене-
ния КД.
Целью настоящего исследования было изу-
чение особенностей продукции перекисных со-
единений, состояния тиол-дисульфидной систе-
мы мозга киндлинговых крыс, а также уровня
фактора некроза опухолей-альфа (ФНО-альфа)
у киндлинговых животных в условиях их содер-
жания на КД.
Материалы и методы исследования
Исследования проведены на крысах-самцах
линии Вистар массой 180–270 г, содержавших-
ся в течение 12 ч в условиях смены света и
темноты, со свободным доступом к воде и пи-
ще в стандартных условиях вивария ОНМедУ.
Исследования проводили в соответствии с тре-
бованиями GLP и комиссии биоэтики ОНМедУ
(протокол № 84 от 10 октября 2008 г.).
Моделирование киндлинга осуществляли пу-
тем повторных ежедневных, на протяжении трех
недель внутрибрюшинных (в/бр) введений кора-
зола в подпороговой дозе (25,0 мг/кг) [4]. В ис-
следовании использовали тех крыс, которые в
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течение последних трех инъекций эпилептоге-
на демонстрировали генерализованные судо-
рожные реакции (всего 65 животных)
Кетогенная диета включала 80 % липидов,
а также 3,3 % углеводов и 16,7  % белков [4].
Эффекты КД исследовали следующим обра-
зом: после завершения киндлинга в течение че-
тырех недель животных удерживали на КД,
после чего соответственно на 29-е сутки с момен-
та начала КД вводили тестирующую дозу ко-
разола (25,0 мг/кг, в/бр) и через 2,5 ч с момен-
та применения эпилептогена осуществляли эв-
таназию животных с последующим забором
тканей для исследований. Группой контроля
служили киндлинговые животные, которые в те-
чение аналогичного срока находились в обыч-
ных условиях содержания и кормления и кото-
рым также осуществляли тестирующее введе-
ние коразола в аналогичных условиях.
Интенсивность процессов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) оценивали спектрофото-
метрическим методом [7] по уровню вторичных
продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой
кислотой (ТБКРП). Данные выражали в нано-
молях на грамм влажной ткани [7].
Уровень ФНО-альфа определяли иммунофер-
ментным методом (ELISA). Ткань мозга быстро
извлекали при 4 °C и замораживали на сухом
льду. Гомогенаты готовили на холоду в фосфат-
ном буферном растворе (5 г/мл), после чего их
центрифугировали при 5000 об./мин в течение
10 мин и отбирали 100 мкл супернатанта для оп-
ределения уровня цитокина, которое осуществля-
ли с помощью селективных антител (“Biotrak”-
система “Amersham Pharmacia Biotech”, Вели-
кобритания). Абсорбцию определяли спектрофо-
тометрически при 450 нм. Точность определения
составила 4,0 пг/мл. Данные выражали в пико-
граммах на миллиграмм влажной ткани.
Уровень тиолов осуществляли методом ам-
перометрического титрования («Хемлаб-при-
бор», ТУ 25-11-364-69) с помощью азотнокисло-
го серебра [3]. Принцип метода заключается в
компенсации тиолами диффузионного электри-
ческого тока, который индуцирует Ag+ на по-
верхности платинового электрода. Для иссле-
дования небелковой фракции забирали 200 мкл
супернатанта и добавляли 100 мкл 5 % мета-
фосфоновой кислоты, после чего проводили
центрифугирование при 3000 об./мин в течение
30 мин. Данные выражали в микромолях на
литр гомогената.
Для статистической оценки результатов ис-
следований применяли Mann–Whitney тест, а
также метод ANOVA + Kruscal–Wallis тест.
Результаты исследования
и их обсуждение
Изучение динамики содержания белковых
тиоловых групп интактных крыс, содержав-
шихся на КД, показало незначительную тен-
денцию к увеличению их содержания как в тка-
ни гемисфер, так и в ткани мозжечка в сравне-
нии  с  интактными  крысами  — соответст-
венно  на 8,8 % (P>0,05) и 32,4 % (P<0,05;
табл. 1). Со стороны дисульфидных групп от-
мечалась тенденция к снижению их содержания:
в полушариях на 4,1 % и в мозжечке на 10,8 %
(P>0,05). При этом в условиях применения КД
регистрировалось достоверное, в сравнении с
показателями у крыс группы контроля, увели-
чение содержания небелковых тиоловых групп,
уровень которых в гемисферах был выше, чем
в контроле, в 5,1 раза, а в ткани мозжечка – в
5,25 раза (P<0,05; см. табл. 1).
В гемисферах содержание белковых тиоло-
вых групп и дисульфидных групп в мозжечке
превышало соответствующие показатели, реги-
стрировавшиеся в ткани гемисфер у интактных
крыс в 1,6 и в 3,0 раза (P<0,05). На фоне приме-
нения КД достоверные различия сохранялись и
соотношение аналогичных показателей состави-
ло соответственно 2,0 и в 2,8 раза (P<0,05; см.
табл. 1).
У интактных крыс уровень ФНО-альфа в
мозжечке превышал соответствующий показа-
тель в гемисферах в 1,82 раза (P<0,05; табл. 2).
Содержание ФНО-альфа в ткани гемисфер ин-
тактных животных, получавших КД, было мень-
ше, чем в ткани мозжечка, на 25,2 % (P>0,05).
В то же время в ткани мозжечка содержание
ФНО-альфа уменьшалось в 2,2 раза (P<0,05;
см. табл. 2).
Примечание. # — P<0,05 в сравнении с контролем; * —
P<0,05 в сравнении с данными исследований ткани геми-
сфер в той же группе (ANOVA + Kruscall–Wallis тест).
Таблица 1
Содержание SH- и SS-групп
в образцах ткани мозга в условиях применения
кетогенной диеты, мкмоль/л гомогената, n=6
             Вид SH-                        Группа исследования
       или SS-группы Контроль КД
Ткань гемисфер
Белковые SH-группы 34,2 37,2
(14,3–62,5) (23,7–75,0)
SS-группы 12,3 11,8
(9,2–14,1) (7,2–31,6)
Небелковые 1,5 7,7
SH-группы (1,0–2,1) (1,8–9,5)#
Мозжечок
Белковые SH-группы 55,2 73,1
(27,3–73,2)  (58,4–102,4)*#
SS-группы 37,2 33,2
(19,5–59,2)* (23,5–48,0)*
Небелковые 1,2 6,3
SH-группы (0–2,7) (2,0–11,1)#
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В условиях применения КД уровень ТБКРП в
ткани гемисфер превышал таковой в ткани моз-
жечка интактных крыс на 40,8 % (P>0,05). Со-
держание ТБРКП в ткани гемисфер на фоне со-
держания крыс на КД уменьшалось в два раза
(P<0,05; табл. 3), а в ткани мозжечка — в 1,47 раза
в сравнении с соответствующими показателями
в группе контроля (P<0,05; см. табл. 3).
У крыс с коразол-индуцированным киндлин-
гом в структурах полушарий мозга отмечалось
увеличение содержания ТБРКП, которое на
75,6 % было выше показателя в группе контро-
ля (P<0,05; рис. 1). Кроме того, имело место
снижение уровня небелковых тиоловых групп и
увеличение уровня дисульфидных групп соот-
ветственно на 54,4 и на 33,7 % (P<0,05). При
содержании киндлинговых животных на КД
уровень ТБРКП уменьшался на 65,3 % в сравне-
нии с таковым у киндлинговых крыс (P<0,05) и
оставался более высоким, чем у интактных жи-
вотных, на 10,3 % (P>0,05). Содержание небел-
ковых тиоловых групп увеличивалось и превы-
шало их уровень в группе киндлинговых крыс
на 49,4 % (P<0,05). При этом их содержание
было выше, чем у интактных крыс, на 15,8 %
(P>0,05). Уровень дисульфидных групп умень-
шался на 53,3 % в сравнении с аналогичным
показателем в группе киндлинговых животных
(P<0,05). Различия, в сравнении с группой ин-
тактных крыс, составили 19,6 % (P<0,05; см.
рис. 1).
Таким образом, в условиях применения КД у
интактных крыс отмечается увеличение анти-
оксидантного потенциала ткани мозга, что
проявляется в повышении уровня тиоловых
белковых и небелковых групп, снижении содер-
жания ТБРКП, а также количества дисульфид-
ных групп. Данные эффекты отмечаются на
фоне снижения уровня ФНО-альфа, содержание
которого возрастает в условиях моделирова-
ния хронической эпилептизации мозга методом
киндлинга, что представляет собой существен-
но важный патогенетический механизм эпилеп-
тического киндлингового синдрома [1; 4; 11].
Полученные результаты позволяют пола-
гать, что реализация антиэпилептических эф-
фектов КД осуществляется в связи со снижени-
ем активности эндогенной системы провоспа-
лительных цитокинов. Следует отметить, что
действие провоспалительных цитокинов сопро-
вождается активированием прооксидантных
механизмов мозга, повышением проницаемос-
ти нейрональных мембран и развитием эпилеп-
тогенных эффектов [5; 8]. Напротив, повыше-
ние антиоксидантного потенциала, в том чис-
ле за счет тиол-дисульфидной окислительно-
восстановительной системы, представляет со-
бой механизм подавления эпилептической ак-
тивности [1].
Установленное в настоящем исследовании
снижение содержания ТБКРП в структурах
мозга киндлинговых крыс, вызываемое КД, мо-
жет быть вторичным как по отношению к эф-
Примечание. * — P<0,05 в сравнении с уровнем ФНО-
альфа в ткани гемисфер; * — P<0,05 в сравнении с данны-
ми исследований ткани гемисфер в той же группе контро-
лем (ANOVA + Kruscall–Wallis тест).
Таблица 2
Содержание фактора некроза опухолей-альфа
в образцах ткани мозга в условиях применения
кетогенной диеты, пг/мг влажной ткани
     Группа Интактные крысы Киндлинг(ткань гемисфер) (мозжечок)
Контроль 26,47 (13,3–45,2) 48,3 (22,5–91,4)*
(n = 6) (n = 7)
КД 19,8 (6,5–37,4) 22,1 (14,3–55,6)#
(n = 6) (n = 6)
Примечание. * — P<0,05 — в сравнении с контролем
(ANOVA + Kruscall–Wallis тест).
Таблица 3
Содержание ТБКРП в образцах ткани мозга
интактных крыс в условиях применения
кетогенной диеты, нмоль/г
     Группа Ткань гемисфер Мозжечок
Контроль 74,9 (32,2–102,6) 53,2 (28,2–63,7)
(n= 7) (n=6)
КД 37,1 (14,5–56,8)* 36,2 (24,2–71,2)*
(n= 7) (n= 7)
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Рис. 1. Влияние кетогенной диеты на показатели
про- и антиоксидантного контроля ткани мозга кинд-
линговых животных: 1 — киндлинг без лечения; 2 —
киндлинг с применением КД; * — P<0,05 в сравнении
с показателем в группе интактных крыс; # — P<0,05
в сравнении с показателем в группе киндлинговых жи-
вотных без лечения (ANOVA + Newman–Keuls тест)
1 2 1 2 1 2
        ТБКРП            SH-группы           SS-группы
%
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фекту снижения содержания провоспалитель-
ных цитокинов, вызываемого КД, так и по от-
ношению к стимулируемому КД увеличению
синтеза тиолсодержащих соединений в ткани
мозга.
Полученные в данном исследовании резуль-
таты свидетельствуют о возможности активи-
рования антиэпилептической системы мозга в
условиях применения КД, выражающееся в уве-
личении продукции тиоловых соединений, сни-
жении уровня провоспалительных цитокинов в
структурах мозга интактных и киндлинговых
животных. Это предположение подтверждается
ранее установленными эффектами активирова-
ния палеоцеребеллярной коры — составной час-
ти антиэпилептической системы мозга при ее
электрической стимуляции, выражавшимися в
увеличении продукции тиоловых соединений в
структурах мозга [1].
Выводы
1. Кетогенная диета вызывает увеличение
продукции тиоловых групп, снижение дисуль-
фидных групп в ткани мозжечка интактных жи-
вотных на фоне снижения уровня фактора не-
кроза опухолей-альфа и продуктов, реагирую-
щих с тиобарбитуровой кислотой.
2. В полушариях головного мозга под влия-
нием КД отмечается увеличение продукции
тиоловых небелковых групп и снижение содер-
жания продуктов, реагирующих с тиобарбиту-
ровой кислотой
3. Применение КД у киндлинговых живот-
ных вызывает снижение повышенного в связи с
развитием хронического эпилептического син-
дрома содержания продуктов, реагирующих с
тиобарбитуровой кислотой, увеличение про-
дукции небелковых тиоловых групп и сниже-
ние дисульфидных групп в ткани мозга.
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